
























Abstract:  Laccase  enzyme  from  white‐rot  fungi  is  a  potential  biocatalyst  for  the  oxidation  of 
emerging  contaminants  (ECs),  such  as  pesticides,  pharmaceuticals  and  steroid  hormones.  This 
study  aims  to  develop  a  three‐step  platform  to  treat  ECs:  (i)  enzyme  production,  (ii)  enzyme 
concentration and (iii) enzyme application. In the first step, solid culture and liquid culture were 
compared. The solid culture produced significantly more laccase than the liquid culture (447 vs. 74 




concentrated  crude  enzyme was  applied  in  an  enzymatic membrane  reactor  (EMR)  to  remove  a 
diverse set of ECs (31 compounds in six groups). The EMR effectively removed of steroid hormones, 
phytoestrogen, ultraviolet  (UV)  filters  and  industrial  chemical  (above  90%). However,  it had  low 
removal of pesticides and pharmaceuticals. 







compelling  evidence  that  biologically  active  compounds  such  as  pesticides,  steroid  hormones, 
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pharmaceuticals,  industrial  chemicals, phytoestrogens  can  cause  endocrine disruption  as well  as 
inhibiting  the sexual and reproductive growth of wildlife [3,4]. This portends a potential  impact to 
greater ecology as well as human health. Thus, the remediation of ECs has been of great  interest  in 











adsorption on  sludge)  and  readily biodegradable materials by  the bacteria  community, and,  less 
effectively,  the  hydrophilic  and  biologically  persistent  ECs  [9,10].  Recent  development  in  the 






to  biodegrade  contaminants  due  to  its  oxidation  capacity  in  phenolic  and  some  non‐phenolic 
compounds  [11,12]. Enzyme  laccase  in both  crude and purified  forms has been demonstrated  to 
biodegrade ECs  in batch and continuous experiments  [11,13]. However,  the high cost and  loss of 
enzyme during the continuous application are two major roadblocks for the widespread application 
of this promising biotechnology. 
Because ECs present  in aqueous solutions, previous studies aimed  to culture white‐rot  fungi 
using solid‐free media. This approach is challenged by the low‐volume production and high cost [14]. 
Solid‐state culture can  increase  laccase production because white‐rot  fungi naturally prefer moist 
conditions.  However,  the  solid  state  culture  entails  extraction  and  purification  steps  before  its 
application  [14,15].  Applying  a  membrane  process  to  prevent  enzyme  washout  in  the  enzyme 
application process is advantageous [13,16]. A few studies have showed promising results in enzyme 
retention as well EC  removal using membranes  [13,16,17]. However,  regular  enzyme  addition  is 
necessary  due  to  enzyme  denaturation,  suggesting  that  an  enzyme  source  that  provides  high 
amounts of enzyme is needed for this approach to be successful. 
This  study  aims  to develop  an  end‐to‐end  enzyme‐based platform  that delivers  a  complete 
functional  solution  for EC  treatment. The platform has  three  steps:  enzyme production,  enzyme 
concentration,  and  enzyme  application. The  enzyme  production  in  liquid  and  solid  culture was 
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Malt  extract broth  (Merck, Darmstadt, Germany) was used  to developed  liquid  culture  at  a 
concentration of 5 g/L for crude enzyme production. The culture medium (100 mL) was added in an 
Erlenmeyer flask and adjusted to pH 6.2. The flask was covered with aluminum foils. The culture 
















A  set  of  emerging  contaminants  (i.e.,  31  compounds)  categorized  into  six  groups,  such  as 
pharmaceuticals, personal  care products  (i.e., UV  filters), pesticides,  industrial  chemicals, natural 
phytoestrogens,  steroid  hormones  was  selected  as  model  compounds.  These  compounds  have 
different  chemical properties,  such  as phenolic or non‐phenolic bearing molecular  structures  [2]. 
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Figure  1.  Mycelial  pellets  and mycelial  plugs  formation  in  the  liquid  and  solid  culture  and  the 
membrane filtration set up to concentrate crude enzyme extract solution. 







The  laboratory‐scale  EMR  unit  consisted  of  a  Microza  UF  membrane  (Pall  Corporation, 












ECs was pumped  continuously  into  the  reactor  at  flow  rate of  2.1 mL/min. The  reactor  solution 
(enzyme, ECs and water) was aerated via an air pump and air diffuser to get the dissolved oxygen 
above 3 mg/L. Air was provided  in  the reactor because  the reaction of  laccase required dissolved 
oxygen molecular as electron acceptor. Without any adjustment, pH of the reactor solution was 6.8 ± 
0.2 during  the experimental period. The potential membrane  fouling was noted by  recording  the 
change of transmembrane pressure every 5 min on a data logger. In the course of the EMR operation, 
membrane fouling was negligible. This may be due to the operation of the UF membrane at its significant 
water  flux. Enzymatic  activity  in  the  reactor was measured  regularly. The  enzyme  solution  (60 mL 
laccase/L reactor volume) was manually added (every 12 h) in the EMR to maintain laccase activity of 25 







culture  in  this study. Laccase activity was measured using  the method described  in our previous 
study [18]. In brief, the assay chemicals included 800 μL of 10 mM dimethoxyl phenol (DMP) at pH 
4.5 (i.e., buffered by sodium citrate), 1200 μL of 100 mM sodium citrate and 1000 μL laccase solution. 
The  reaction was  kept  at  room  temperature  (23–24  °C)  in  two min.  The  resultant  solution was 

























The  absorbed ECs on  the  cartridge were  eluted using  7 mL methanol and 7 mL mixture of 
methanol and dichloromethane (1:1 v/v). The resultant solution in 5 mL amber bottle was evaporated 
at 40  °C  in a water batch with a gentle  flow of nitrogen gas until dryness. Then, 200 μL of pure 
methanol was added into the bottle to dissolve the ECs. Bisphenol A‐d16 (5 μg) was added into the 
bottle as the internal standard. The resultant solution was evaporated to dryness one more time under 
same  conditions  as  above.  Finally,  100  μL  of  N,O‐Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide  (1% 
















where R  =  removal  efficiency, CInf  = EC  concentration  in  influent  and CEff  = EC  concentration  in  the 
permeate. 
  







of  enzymes  for  wastewater  treatment  and  eliminated  the  need  for  enzyme  purification. However, 





















































solution was proportional  to  the  reduction  in  the volume  (i.e.,  from 2  to 0.3 L). This observation 
indicated that no enzyme was lost during the concentration. We observed no laccase activity in the 
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period of 112 h, no  trace of  laccase was detected  in  the permeate given  that  the UF membrane’s 








EC  removal. This was  readily  achieved by  adding  small volumes of  concentrated  crude  enzyme 
solution. In this study, enzymatic activity was kept within 25 to 55 μM/min by adding 60 mL of the 
concentrated crude enzyme into the 1 L reactor every 12 h. Because only small increments of enzyme 
solution were required,  there was minimal  impact on reactor water  level and hydraulic retention 
time. This would not have been possible without high output enzyme cultivation via solid culture 
and the enzyme concentration step. 











trajectory  with  a  few  developed  strategies  (e.g.,  immobilization  on  membrane,  addition  of 
preservative chemical) [29]. 




































The EMR  removed  a  broad  spectrum  of  emerging  contaminants  (i.e.,  31  compounds  and  6 



























































































































































































































































The  removal  efficiency  of  pesticide  and  pharmaceutical  compounds  by  the  EMR  varied 
significantly from 10% to 90% due to their different chemical structures. Amongst six pesticides, only 
one phenolic bearing compound, pentachlorophenol, was removed  to 99% (Figure 6). Meanwhile, 
pharmaceutical  compounds  such  as  amitriptyline,  salicylic  acid,  triclosan  and  gemfibrozil were 
























adding  60  mL  of  crude  solution  (6%  reactor  volume)  to  maintain  laccase  activity.  Under  this 
operation, the EMR effectively removed of phenolic compounds such as steroid hormones, industrial 
chemical, phytoestrogen and UV  filters. However,  the  removal efficiency of major pesticides and 
pharmaceuticals was low, indicating the limitation of laccase. 
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